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Resum 
En aquest projecte es desenvolupa un recobriment de hidroxiapatita mitjançant 
electrodeposició per polsos, i a la vegada aquest recobriment es fa servir com a transport 
per l’alliberació de un agent antibacterià, en concret el digluconat de Clorhexidina 
La primera part del projecte s’optimitzen els paràmetres del procés de electrodeposició. El 
interès es centra sobretot en la millora de l’adherència i la uniformitat de la capa. Els factors 
sobre els que s’ha actuat son: el sistema de subjecció de la mostra, la densitat de corrent, 
la temperatura de treball, el pretractament de la mostra i el temps del polsos. El control de 
l’adherència s’ha dut a terme per ultrasons i la caracterització dels recobriments obtinguts 
s’ha realitzat mitjançant SEM, difracció de raigs X i la rugositat per microscòpia 
interferomètrica. 
Els millors resultats s’han obtingut treballant a 40ºC, amb una densitat de corrent de 
2mA/cm2, time on=1s i toff=2s, amb un pretractament previ de la mostra amb hidròxid de 
sodi. Sota aquestes condicions s’observa també que creixen cristalls de hidroxiapatita 
sobre el recobriment després de ser immers en SBF, el que suggereix un possible 
comportament bioactiu in vivo.   
La segona part es centra en la incorporació de digluconat de clorhexidina al recobriment per 
dues vies: per co-diposició i per absorció, afegint una quantitat controlada de digluconat de 
clorhexidina sobre el recobriment. Per comprovar que l’agent antibacterià no modifica la 
morfologia de la superfície del recobriment, es caracteritzen les mostres per SEM. La 
morfologia obtinguda és la mateixa, només en el cas de la co-deposició, la capa obtinguda 
és més gruixuda i més cohesionada, el digluconat de clorhexidina actua com agent de 
nucleació. 
Finalment es realitzen proves de citotoxicitat per comprovar la biocompatibilitat del 
recobriment. Es detecta que les mostres amb Digluconat de Clorhexidina amb dilucions 
1:10 i superiors no son citotòxiques. L’assaig de difusió en Agar es realitza amb 
Streptococcus sanguinis amb duplicats de les mostres del assaig de citotoxicitat. S’obtenen 
zones d’inhibició bacteriana inclús en les mostres assajades amb dilució 1:10. 
Aquest projecte obra la porta a futures investigacions en el camp de l’electrodeposició de 
polsos per l’obtenció de hidroxiapatita, controlant la superfície per tal de poder optimitzar la 
velocitat d’alliberament desitjada del fàrmac incorporat. 
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1. GLOSSARI 
Ca(NO3)2·4·H2O: Nitrat de Calci Tetrahidratat 
CaP: Fosfat de Calci 
CHD: Digluconat de Clorhexidina 
CHDC: Diluconat de Clorhexidina Comercial 
CHDE: Diluconat de Clorhexidina Codipositada 
CHDL: Diluconat de Clorhexidina Laoratorio 
HAp:Hidroxiapatita 
H2O2: Peròxid d’hidrogen 
NaOH: Hidròxid de sodi 
NH4H2PO4: Dihidrogen Fosfat d’Amoni 
PBS:Phosphate buffer solution 
SBF: Simulated Body Fluid 
SEM: Scanning Electron Microscopy  
Ti: titani 
Tic p: titani comercialment pur 
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2. INTRODUCCIÓ 
En aquest projecte es desenvolupa un procés electroquímic que afavoreix la deposició de  
fosfats de calci sobre un substrat de titani comercialment pur, es caracteritza la capa 
obtinguda i les seves propietats físico-químiques. Per altra banda, s’afegeix a la un compost 
amb acció biològica i s’estudia, el seu efecte sobre la capa prèvia, la citotoxicitat i activitat 
antibacteriana del recobriment final. 
 
Objectius 
 
Els objectius son els següents: 
 
o Optimització del recobriment de fosfat de calci obtingut per electrodeposició de 
polsos. 
o Optimització del procediment per afegir un agent antibacterià a la superfície. 
o Caracterització fisico-química i biològica del recobriment. 
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3. FONAMENTS TEÓRICS 
3.1.Ti com a biomaterial 
Un biomaterial es defineix com un material no viu que s’utilitza en dispositius mèdics 
concebut per interaccionar amb sistemes biològics [1]. Una de les propietats important que 
han de complir els biomaterials és la biocompatibilitat.La biocompatibilitat es defineix com la 
acceptabilitat biològica de materials no vius per part dels teixits susceptibles de estar en 
contacte amb ells[1]. Per ser biocompatible el biomaterial no ha de tenir un efecte tòxic o 
perjudicial en el sistema biològic.En aquest projecte el biomaterial utilitzat és el Ti 
comercialment pur (cp) de grau 2, la seva bona biocompatibilitat és deguda a la seva 
elevada resistència a la corrosió en el medi fisiològic.Tot i ser biocompatible, el titani no és 
bioactiu, el que significa que no és capaç de induir una activitat biològica específica.  
 
3.1.1.Ti comercialment pur 
El Ti és un metall que pateix una transformació al·lotròpica a la temperatura de 882ºC, 
passant de una estructura hexagonal compacta (fase α) a una estructura més oberta 
cúbica centrada al cos (fase β). 
Aquesta transformació permet obtenir diferents aliatges amb microstructures diferents en 
funció de l’element . Per exemple: 
 
o Estabilitzadors fase α: els elements de menys de quatre electrons de enllaç per 
àtom estabilitzen aquesta fase i augmenten la temperatura de transformació. 
Aquest efecte el produeixen elements com: alumini, oxigen o carboni. 
o Estabilitzadors fase β: els elements amb més de quatre electrons d’enllaç per àtom 
estabilitzen aquesta fase i disminueixen la temperatura de transformació. 
Aquests es classifiquen en dos grups, els β-isomorfs (vanadi, molibdè) i els β-
eutectoïdes (coure, ferro, níquel, cobalt) [2]. 
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Existeixen quatre graus de Ti pur per implants quirúrgics, depenent del contingut 
d’impureses :oxigen,  nitrogen, carboni, hidrogen i ferro, segons mostra la taula 3.1. 
 
 
  
Composició (%) 
GRAUS 
O N C H Fe 
1 0,18 0,03 0,10 0,0125 0,2 
2 0,25 0,03 0,10 0,0125 0,3 
3 0,35 0,05 0,10 0,0125 0,3 
4 0,4 0,05 0,10 0,0125 0,5 
Taula 3.1. Clasificación del Ti comercialmente pur 
 
3.1.2.Propietats mecàniques 
 
Les propietats mecàniques del Ti varien en funció de la puresa. En la següent taula 3.2. es 
mostren la tensió a ruptura i el límit elàstic [3]. 
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  Taula 3.2. Propietats mecàniques en funció de la puresa. 
 
3.1.3.Propietats químiques 
 
El Ti presenta una bona resistència a la corrosió degut a la gran reactivitat que té amb 
l’oxigen formant una capa de passivació estable. La reactivitat del titani no dona lloc a 
productes tòxics, per aquest motiu és àmpliament utilitzat en aplicacions biomèdiques. 
 
3.2. Funcionalització de la superfície del Ti 
Per tal de millorar la bioactivitat de la superfície del Ti, es recobreix la seva superfície 
amb CaP que milloren la seva osteointegració [4].  
 
3.2.1Recubriments d’hidroxiapatita 
 
Els fosfats de calci constitueixen la fase mineral més important de l’organisme. 
Segons les seves propietats fisicoquímiques, existeixen tres famílies de fosfats de calci 
:metafosfats, pirofosfats i ortofosfats. Dintre dels ortofosfats y en funció de la relació 
CaP, tenim : fosfats tetracàlcics (TTCP), hidroxiapatita (HAp), fosfats tricàlcics (TCP), 
fosfats octacàlcics..) 
 
Propietats Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 
Tensió a ruptura 
(MPa) 
240 345 450 550 
Límit elàstic (MPa) 170 275 380 485 
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El més utilitzat per recobriments de pròtesis és la HAp donat que presenta una 
estructura similar a la de la fase mineral de l’os. La hidroxiapatita estequiomètrica de 
estructura cristal·lina hexagonal te la segueix fórmula: Ca10(PO4)6 (OH)2 . 
Les propietats mecàniques de la hidroxiapatita no son suficients per tal que aquesta 
pugui ser utilitzada com implant sota situacions de càrrega, aquestes es mostres a la 
taula 3.3). Es per aquest motiu que la HAp s’ha destinat principalment per recobrir altres 
materials amb propietats mecàniques més adients, en el cas del present projecte, el Ti. 
 
 
 
 
 
 
 
 
                Taula 3.3. Propietats mecàniques i físiques de la HAp. 
 
3.2.2. Mètodes d’obtenció de superfícies de Fosfat de Calci sobre Ti 
Molts mètodes s’han desenvolupat i s’utilitzen per preparar superfícies de CaP en la 
superfície del implants: 
 
o Plasma Spray  
o Sol-gel  
o Deposició per laser  
o Mètode electroforètic  
o Mètode Kokubo 
o Electrodeposició  
 
Propietats HAp 
Densitat (g/cm3) 3,15 
Resistència a la tracció (MPa) 120 
Resistència a la compressió (MPa) 420 
Mòdul de Young (GPa) 90 
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Aquest últim mètode presenta l’avantatge respecte al Plasma Spray, que s’utilitza 
actualment a nivell industrial, que permet treballar a menor temperatura i que permet tenir 
un millor control del gruix del recobriment [5]. 
 
L’inconvenient que presenta l’electrodeposició és el despreniment d’hidrogen al càtode, 
donant lloc a una capa poc adherent. És per aquest motiu que en el present projecte s’ha 
estudiat la electrodeposició per polsos, ja que el temps de relaxació entre els polsos de 
corrent permet reduir la formació d’hidrogen. 
3.3. Electrodeposició per polsos: 
3.3.1.Fonament de l’electrodeposició per polsos 
El tractament estudiat en el present projecte per poder aconseguir una capa de HAp sobre 
un substrat de Ti és l’electrodeposició per polsos. 
L’electrodeposició és un procés electroquímic en que els cations de l’electròlit (solució 
aquosa preparada) es dipositen sobre el càtode mitjançant el pas de corrent.  
A diferencia de una electrodeposició en corrent continu en la electrodeposició per polsos es 
fixen els paràmetres el time off (temps en el que el corrent aplicat és igual a 0) i time on ( 
temps durant el que existeix pas de corrent al sistema), tal i com es mostra en la Fig 3.2. 
 
 
Fig 3.2.Representaciò esquemàtica dels polsos de corrent 
 
El time off o temps de relaxació permet l’arribada per difusió de nous ions a la superfície del 
càtode.[6] 
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3.3.2. Reaccions implicades 
 
Per tal de obtenir HAp al càtode és important que la concentració d’hidroxils sigui suficient. 
Com la solució de treball és àcida, d’única manera de obtenir hidroxils és mitjançant la 
reacció de reducció de H2O segons (1). 
(1) 
Si la concentracions de hidroxils es manté suficientment elevada al càtode, llavors aquests 
permeten l’obtenció del ions fosfats, segons (2).  
(2) 
Sota aquestes condicions s’obté l’HAp segons la reacció (3): 
(3) 
Els ions que es van consumint al voltant del càtode en avançar la reacció de obtenció de 
HAp, però gràcies al temps off, aquests tornen a arribar al càtode per difusió, per tal de 
poder reaccionar durant el time on [7]. 
 
3.4.Incorporació d’un agent antibacterià: 
3.4.1.Biofilm bacterià 
 
Els implants de Ti son susceptibles a infeccions degut a la formació d’un biofilm bacterià a 
la seva superfície. Un biofilm consisteix en capes denses de microorganismes envoltats per 
una matriu extracel·lular que formen ells mateixos i que ofereix força resistència a la 
majoria dels antibiòtic comuns.[8] 
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La formació d’un biofilm en una superfície es produeix com una successió d’esdeveniments 
d’adhesió i multiplicació. Els primers bacteris que s’adhereixen són els colonitzadors 
primaris. Si les condicions son favorables, aquests es multipliquen per formar 
microcolònies, com s’observa a la Fig 3.3. 
En aquest punt, es poden adherir els colonitzadors secundaris a través d’interaccions amb 
els colonitzadors primaris fent que el biofilm es converteixi en un agregat format per 
diverses espècies. 
 
 
 
 
 
 
 
   Fig 3.3. Etapes de formació del biofilm 
 
3.4.2.Tractaments antibacterians 
Existeixen diferents estratègies per evitar l’adhesió dels bacteris [9]: 
 
o Variació de la composició química superficial 
o Variació de l’estructura cristal·lina de l’òxid de Ti 
o Superfícies fotocatalítiques 
o Variació de la rugositat superficial 
o Recobriments antibacterians 
 
Els recobriments antibacterians es poden dividir en dos tipus: el passius (antifouling) i els 
actius (alliberen agents antibacterians). En el present projecte es carrega el recobriment 
Pág. 18  Memoria 
 
obtingut amb un antisèptic, Digluconat de Clorhexidina, que es farà servir com agent 
antibacterià. 
 
3.4.3. Digluconat de Clorhexidina com agent antibacterià 
 
El digluconat de clorhexidina (l’anomenarem CHD) és un agent antisèptic per pertany al 
grup de les biguanidas i presenta un estructura molecular bicatiónica, mostrada en la Fig 
3.4.  
 
  
Fig 3.4.Estructura molecular Digluconat de Clorhexidina. 
 
Degut a les propietats relacionades a la seva càrrega elèctrica,la CHD s’uneix a la paret 
bacteriana, augmenta la seva permeabilitat, perfora la membrana i/o precipita els 
components intracel·lulars. 
Presenta una ampli espectre d’acció, sent més efectiu en les bactèries gram positives que 
gram negatives o fongs. 
Per tots aquests aspectes i en base a estudis anteriors, s’ha optat per treballar amb la CHD 
en el present projecte.[10] 
Degut que la CHD presenta una amplia aplicació en odontologia, la soca bacteriana amb la 
que es realitza l’assaig de difusió bacteriana és el Streptococcus sanguinis. És un habitant 
normal de la placa dental, pot entrar en circulació sanguínia en cas de cirurgies 
maxil·lofacials o neteges dentals i colonitzar les vàlvules del cor, on pot causar endocarditis 
bacteriana.  
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3.5. Tècniques de caracterització 
Al llarg d’aquest projecte s’han utilitzat diferents tècniques de caracterització que es 
detallen a continuació: 
3.5.1. Anàlisis de la rugositat: 
La microscòpia interferomètrica es una tècnica per la caracterització de superfícies en tres 
dimensions. Els objectius interferomètrics disposen de un divisor de feix que envia una part 
de la llum a la superfície de la mostra i altre part a una superfície de referència. La llum 
reflectida es recombina formant bandes de interferència que es recullen en una càmera 
CCD. Mitjançant un escombrat vertical, es genera una imatge tridimensional de la superfície 
amb resolució nanomètrica. En la Fig 3.5. s’observa un esquema de l’aparell. 
 
 
Fig 3.5. Esquema interferòmetre 
 
 
Les mesures es realitzen amb un interferòmetre de llum blanca Wyco NT 1100, Optical 
Profiling System (Veeco), amb sofware d’anàlisi VSI. 
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3.5.2.Anàlisis per SEM (Scanning Electron Microscopy): 
 
El microscopi electrònic de rastreig utilitza un feix de electrons per escanejar la superfície 
de la mostra i obtenir-ne informació a nivell de composició i morfologia, l’esquema de 
l’aparell es mostra en la Fig 3.6. Per tal de assegurar la conductivitat de la mostra es millora 
el contacte amb l’aplicació de plata col·loïdal entre el suport i la mostra.  
El SEM consta de la tècnica de Espectroscòpia de Dispersió d’Energia (EDS), que serveix 
per fer l’anàlisis dels elements. Amb aquesta tècnica es pot obtenir de manera qualitativa 
els elements que poden estar presents en un punt de la mostra analitzada.  
 
Fig 3.6. Esquema SEM 
 
3.5.3.Difracció de Raig X: 
 
És una tècnica no-destructiva que permet identificar fases cristal·lines d’una mostra. El 
principi d’aquesta tècnica es basa en la Llei de Bragg (nλ=2dsinθ), que relaciona la longitud 
d’ona dels raigs X amb l’angle de difracció i la distancia entre els plans de la xarxa 
cristal·lina. Els raigs X difractats son detectats, processats i contats, el que permet 
comparar els espectres obtinguts amb els estàndards de referència. L’esquema de l’aparell 
es mostra en la Fig 3.7. 
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Fig 3.7. Esquema tècnica de difracció de Raig X 
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4. Materials i mètodes 
4.1.Preparació de mostres  
S’utilitzen mostres de Ti de grau 2, en forma de discos de 10mm de diàmetre i 1 mm de 
gruix.  
 Les mostres es fixen en baquelita per tal de poder polir automàticament la superfície de 
treball, per obtenir les provetes es fa servir la encastadora Struers Labopress-3, que 
permet compactar la baquelita aplicant 20KN a 180ºC durant 5 min. En cada proveta es 
preparen 5 mostres de Ti a la vegada. 
 Per polir les mostres s’utilitza una polidora automàtica, les característiques 
s’especifiquen en la Taula 4.1. 
 
Marca Buehler 
Model - Capçal Superior: Struers Roto Force 4 
- Cos: Struers RotoPol-31 
Velocitat de gir 180 rpm 
Força Entre 5 (inici)  i 8 (últimes dues etapes del polit) 
 
 
Els primers draps de polir que es fan servir son els de carbur de Silici de la marca 
Buelher. S’utilitzen diferents mides de partícules de carbur de silici segons el nivell de 
polit que es vol obtenir, els primers filtres son els de mida de partícula més gran segons 
Taula 4.2. 
 
Taula 4.1. Característiques de la polidora 
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Ordre Temps aproximat 
(min) 
Mida de partícula de 
Carbur de Silici (µm) Número de filtre 
Primer 120 58,5 240 
Segon 60 20 800 
Tercer 30 15,3 1200 
Quart 30 5 2500 
Cinquè 30 - Vellut 
 
 
Finalment es fa servir un drap de polir de vellut per tal d’obtenir un acabat d' efecte mirall 
afegint sílice SPM Suspension (Presi) com a abrasiu. Aquesta s’afegeix de forma regular i 
en intervals de temps molt curts per tal que el drap estigui sempre humit i vigilat que no es 
formin cristalls sobre el drap que puguin ratllar les mostres. Un cop s’obté el acabat desitjat, 
amb el mateix disc de vellut, es netegen les provetes amb aigua durant 30 min. 
Les mostres de Ti es separen de les baquelites i es reten per ultrasons, primer 30 min en 
acetona, seguit de 30 min en etanol i finalment 30 min en aigua destil·lada. 
 
4.2.Electrodeposició: 
4.2.1.Cel·la electrolítica i paràmetres de procés: 
La cel·la electrolítica es conforma per un elèctrode de platí com a ànode, un elèctrode de 
calomelans (SCE) com a elèctrode de referència i la mostra de Ti com a càtode (Fig 4.1). 
La distancia entre els elèctrodes i la mostra es manté sempre constant (2 cm). 
 
Taula 4.2. Ordre i tipus de draps de polir 
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Fig. 4.1. Esquema de l’experiment 
La deposició de fosfat de calci sobre el Ti es realitza mitjançant l' ús del 
potenciostatParstat2273, connectat al programa PowerSuite que permet ajustar els 
paràmetres de procés i visualitzar l’evolució del Potencial respecte el temps. El programa 
permet fixar la intensitat de corrent, el temps on i temps off, i el temps total traduït en 
iteracions.  
 
 
4.2.2. Preparació de l’electròlit: 
L’electròlit es prepara dissolent 1,98g Ca(NO3)2·4·H2O i 0,575g de NH4H2PO4 per obtenir 
una dissolució de concentració 0,042M en Ca(NO3)2·4·H2O i 0.025M de NH4H2PO4 amb un 
pH resultant de 4.09. [7]   
 
4.2.3.Optimització dels paràmetres de procés: 
Es pretén millorar l’adherència del procés, ajustar la temperatura de treball, i uniformitzar la 
capa de CaP obtinguda. 
Temperatura de treball 
S’obtenen les primeres capes de CaP treballant a temperatura de 60-65ºC [11]. S’analitzen 
les mostres obtingudes i es decideix disminuir la temperatura de treball a 40ºC.. 
Elèctrode de referència Ànode: elèctrode de Platí 
Potenciostat 
Bany termòstat 
Disc de Ti: càtode 
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Addició de peròxid d’hidrogen a l’electròlit: 
Per millorar l’adherència es decideix fer assajos utilitzant les condicions especificades com 
condicions 1, afegint  6% i 9 % de peròxid d’hidrogen a l’electròlit [5]. El peròxid de 
hidrogen, en ser un agent oxidant es redueix abans que l’aigua generant OH-, segons (1): 
(1) 
En lloc de tenir lloc la reacció (2): 
(2) 
 
En aconseguir un medi localment alcalí i disminuint la formació de hidrogen, l' adherència 
hauria de ser millor. Per sobre de 9%, la velocitat de generació de grups OH- és superior al 
consum de OH- per hidròlisis en l’elèctrode. Per aquest motiu els OH- es desplacen de 
l’elèctrode cap a l’electròlit donant lloc a recobriments amb menor adherència. 
 
Tractament previ de la mostra de Ti  
Per tal de millorar l’adherència del Fosfat de Calci sobre el Ti, es contempla l’opció de 
transformar la superfície del Ti en una superfície bioactiva mitjançant un tractament químic i 
tèrmic del Ti. Seguint la primera etapa del mètode Kokubo et al [12], es submergeixen les 
mostres de Ti en NaOH 5M durant 24h a 60ºC i tot seguit es netegen amb abundant aigua 
destil·lada. 
El medi alcalí permet dissoldre parcialment la superfície de òxid de Ti segons la reacció (3) 
[13]. 
(3) 
Alhora, el Ti s’hidrata segons les reaccions següents (4): 
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(4) 
Donat que continua tenint lloc el atac dels grups hidroxils sobre la superfície del TiO2 
hidratat, s’aconsegueix obtenir hidrats amb càrrega negativa sobre la superfície de les 
mostres, segons l’equació (5): 
(5) 
El resultat de la combinació d’aquests hidrats amb els ions de sodi de la solució és 
l’obtenció d' una capa de hidrogel de titanat de sodi.  
Les mostres que es recobreixen amb aquest hidrogel es guarden en dessecadors per tal de 
mantenir la capa en les mateixes condicions per tots el assajos posteriors. 
Amb aquest tractament previ, es millora l´ interfase entre el Ti (metall ) i els fosfats de calci 
(ceràmic), també s' incrementa la rugositat de la superfície, factor que millora a nivell 
mecànic d’unió de la capa que s’ha de dipositar posteriorment. 
Sistema de subjecció de la mostra en la cel·la electrolítica: 
En una reacció electrolítica s’ha de tenir molt en compte el contacte elèctric de la mostra a 
recobrir amb el sistema elèctric. En les primeres mostres obtingudes es va detectar que la 
variació de potencial amb el temps no era reproduïble i que sovint s’obtenien 
sobrepotencials que obligaven a aturar l’assaig. 
Després de comprovar que tant l’elèctrode de referència, com l’elèctrode de Platí estaven 
correctament connectats, l’atenció es va centrar en cóm subjectar el disc de titani. 
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Al principi es va treballar subjectant el disc de Ti entre dues superfícies de plàstic 
esfèriques (Fig4.2.). Aquest sistema presentava l’inconvenient que la superfície exposada 
era molt petita, el contacte elèctric entre el disc de Ti i el circuit del potenciostat era molt 
feble, i la mostra quedava lleugerament inclinada podent generar una bombolla de aire que 
dificultava la deposició. 
 
Fig 4.2. Primer sistema de subjecció de la mostra 
El segon sistema que es va plantejar va ser enganxar directament la mostra de Ti a un fil 
de coure, millorant la conductivitat amb una capa de plata col·loïdal i finalment recobrint una 
cara de la mostra amb resina acrílica per tal de protegir el contacte (Fig 4.3.). Amb aquest 
dispositiu els resultats eren lleugerament millors, s’havia resolt la formació de la bombolla d' 
aire ja que la mostra quedava totalment perpendicular respecte al fons del vas de 
precipitats, però no es podia realitzar el pretractament en NaOH 5M com s’explica en 
l’apartat anterior, ja que aquesta manipulació posterior de la mostra podia malmetre el 
hidrogel obtingut. 
 
 
 
Pág. 28  Memoria 
 
Fig 4.3. Segon sistema de subjecció de la mostra 
Finalment, es va optimitzar el procés utilitzant un sistema de pinces que no només permet 
un bon contacte elèctric sinó que també ofereix total llibertat per fer qualsevol tractament 
previ a la mostra i a la vegada posiciona la mostra correctament. Abans de cada assaig, es 
una netegen les zones de contacte de les pinces amb les mostres amb un drap de polir de 
600, per assegurar que no es quedin fosfats de calci, o òxids a la superfície de la pinça que 
pugin alterar el contacte pinça-mostra (Fig 4.4). 
 
Fig 4.4 Tercer sistema de subjecció de la mostra 
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Paràmetres de l’electrodeposició per polsos 
Respecte als paràmetres més inherents a la electrodeposició per polsos, s’ha estudiant: 
o Per veure l’efecte de la densitat de corrent aplicada sobre la superfície obtinguda, 
s’han preparat mostres en diferents condicions: 30 mA/cm2, 15 mA/cm2, 10mA/cm2, 
5 mA/cm2, 2mA/cm2.  
o També s’ha comparat l’efecte sobre la estructura de les mostres de Ti del time on i 
time off: s’han fet assajos a time on =1s i 0,1s amb els corresponents time off=2s i 
0,2s. 
 
4.3. Incorporació del Digluconat de Clorhexidina a la capa de 
fosfat de calci: 
S’incorpora el digluconat de clorhexidina mitjançant dos mètodes:  
o Per corecobriment: el primer consisteix en afegir directament 1 ml de 
Clorhexidina al 20% de Sigma-Aldrich (per tal de simplificar, s’identifica a la 
Clorhexidina 20% com CHDL)  a l’electròlit. 
o Per adsorció: posant 20µl de dissolució de la Clorhexidina al 20 %(CHDL) 
directament sobre el dipòsit de fosfat de calci. 
Respecte al mètode de adsorció de la CHDL sobre la capa generada prèviament, es 
realitza l’assaig en paral·lel amb una dilució de col·lutori bucal de Clorhexidina 0,12% de la 
marca Lacer (tal de simplificar, s’identifica a la Clorhexidina 0,12% com a clorhexidina 
comercial CHDC). Les propietats dels digluconats de clorhexidina utilitzats es detallen en la 
taula 4.4. 
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Especificacions CHD laboratori 
(CHDL) 
CHD comercial 
(CHDC) 
Proveïdor Sigma-Aldrich Lacer 
Pes molecular 897.8 897.8 
aspecte Líquid casi incolor  Líquid rosa 
Concentració de 
Digluconat de 
Clorhexidina 
20g/100ml (20%) 0.12g/100ml 
Conté 1g/100ml de 
Xilitol 
          Taula 4.4. Especificacions de les solucions de Digluconats de Clorhexidina 
4.3.1.Adsorció de la CHD al substrat de fosfat de calci: 
Per realitzar l’assaig de obtenció de la capa de Fosfat de Calci incorporant la CHD durant el 
procés electrolític, es prepara l’electròlit segons el punt 4.2.1. i s’afegeix 1 ml de CHD al 
20% [10]. Segons l’estudi de Scharnweber et al. l’obtenció de CHD co-depositada 
incrementa en funció de la quantitat afegida però arriba a saturació a partir de 200µM, per 
més quantitat de CHD que s’afegeixi, no es tradueix en un increment de CHD en la capa 
dipositada. Per aquest motiu s’afegeix 1 ml de CHDL.  
En el moment en que s’incorpora la CHDL a la dissolució s’observa la formació d’un lleuger 
precipitat blanc que tot seguit es torna a dissoldre. 
4.3.2.Corecobriment del fosfat de calci amb la CHD: 
En aquest cas es fa l’assaig en paral·lel tant amb la clorhexidina de laboratori com amb la 
clorhexidina comercial.  
Segons els estudis realitzats per Scharnweber et al., s’afegeixen 50 µg/cm2 de CHD sobre 
cada mostra de 0,785 cm2.  
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En el cas de la CHD de laboratori, es prepara una dilució 1:100 (10 µl de CHD i 990  µl  
d’aigua destil·lada) i pel que fa a la CHD comercial, la dilució és de 1:33 ( 10 µl CHD en 320 
µl d’aigua destil·lada).  
Després de fer proves amb aigua destil·lada amb diferents quantitats de volum, es 
determina que per cobrir correctament les mostres havíem de afegir 20µl, quantitat que es 
pot considerar com una gota de dissolució.  
Un cop recobertes electrolíticament les mostres, es renten per triplicat amb aigua destil·lada 
i es deixen assecar 24h a temperatura ambient. Seguidament, es pipetegen  20 µl per cada 
mostra de cada CHD. 
 
4.4.Caracterització del recobriment: 
4.4.1.Caracterització fisicoquímica 
Per optimitzar el recobriment obtingut hem fet servir diferents tècniques: 
o SEM /EDS: permet observar i caracteritzar superficialment les mostres obtingudes.  
o Interferometria: permet obtenir informació sobre la rugositat de la superfície de la 
mostra. 
o Difracció de raig X: permet conèixer la composició i l’estructura cristal·lina de les 
mostres.   
o Resistència mecànica: s’utilitza el bany d’ultrasons per dur a terme el test 
d’adherència. 
4.4.2. Control de bioactivitat de la capa obtinguda 
Es pretén estudiar el comportament de la superfície obtinguda dintre el cos humà, 
concretament si és capaç d’interaccionar amb l’ós o els teixits tous que l’envolten creant 
una capa de HAp que sigui  química i cristal·logràfica equivalent a la fase mineral de l’ós. 
Per avaluar la bioactivitat de la capa obtinguda, es submergeixen les mostres en SBF, 
(Simulated Body Fluid) que consisteix en una solució de diferents sals molt semblant a les 
de la part inorgànica del plasma humà [12.]. 
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Ions SBF (mM) Plasma humà 
(mM) 
Na+ 142 142 
K+ 5 3.6-5.5 
Ca2+ 2.5 2.12-2.6 
Mg2+ 1 1 
Cl- 126 95-107 
HCO3- 10 27 
HPO42- 1 1 
SO42- 1 0.65-1.45 
          Taula 4.5 Composició del SBF i de la part inorgànica del plasma humà. 
Es submergeixen les mostres durant 14 dies en SBF a 37ºC, preparat segons la Taula 4.5. 
Per tal de tenir un control sobre la solució de SBF preparada es submergeix en les 
mateixes condicions que les mostres assajades un biovidre, per comprovar que es 
precipiten els fosfats de calci i que la solució de SBF ha estat correctament preparada. Les 
mostres obtingudes es caracteritzen posteriorment mitjançant SEM. 
4.4.3.Comportament biològic del recobriment obtingut: 
L’efectivitat de la clorhexidina incorporada s’estudia in vitro mitjançant un assaig d’inhibició 
bacteriana[14] . El seu comportament citotòxic es controla amb un assaig de citotoxicitat. 
Assaig d’inhibició bacteriana  
Aquest assaig permet avaluar l’activitat antibacteriana de les mostres obtingudes. La soca 
bacteriana que s' utilitza per aquest assaig és la Streptococcus sanguinis en medi Todd-
Hewitt (TH) en una concentració de 36,4g/l i una concentració de 15g/l d’agar [15] . El medi 
permet aportar als bacteris els nutrients necessaris. Etapes de l’assaig: 
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o Dilució de l’inòcul:en un tub Falcon, s'afegeix 1 ml de la solució de bacteris 
Streptococcus, i es dilueix amb 9 ml de medi (TH). 
o Sembrat dels bacteris: s’afegeixen 200 µl d’aquesta dilució a cada placa 
prèviament preparada amb medi i Agar, i s’escampen mitjançant l’assa 
bacteriològica esterilitzada i refredada. 
o Col·locació de les mostres:Un cop s’han sembrat els bacteris, es realitzen 
els assajos amb les mostres de la Taula 4.6 
  
 
Tipus de material assajat Número de mostres 
preparades 
Gassa estèril impregnada amb 20 µl CHD comercial  1 
Gassa estèril impregnada amb 20 µl CHD laboratori 1 
Mostres amb fosfat de calci dipositat 2 
Mostres amb fosfat de calci dipositat+20 µl de dilució 
de CHD comercial 
3 
Mostres amb fosfat de calci dipositat+20 µl de dilució 
de CHD laboratori 
3 
Mostres amb fosfat de calci dipositat+20 µl de dilució 
de CHD laboratori (diluït al 10%) 
2 
Mostres amb fosfat de calci + CHD co-dipositada 3 
Mostra Ti 3 
Mostra titanat 3 
Taula 4.6. Mostres assajades per difusió bacteriana en Agar. 
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Les mostres es col·loquen en les plaques, amb la part tractada en contacte amb el medi i 
els bacteris i posteriorment es tornen a tapar les plaques i es guarden a l’incubadora a 
37ºC.Com a control es fa el mateix assaig que les mostres amb dos gasses esterilitzades 
impregnades cadascuna amb 20 µl de les dilucions especificades en l’apartat 4.4.2. Els 
resultats obtinguts sobre aquests controls permeten avaluar l' acció antibacteriana dels 
digluconats de clorhexidina utilitzats. Les plaques es deixen 48 h en l’incubadora a 37ºC. 
Aquest assaig permet determinar qualitativament l’efectivitat de la difusió de l’agent 
antimicrobià per inhibir el creixement de bacteris. Per comparar els resultats obtinguts per 
les diferents mostres, es realitza un estudi de la zona de inhibició. La mesura es realitza 
mitjançant les fotografies obtingudes de les diferents plaques, mesurant el diàmetre de la 
mostra i el diàmetre de la zona d’inhibició, tenint en conte l’escala mm/pixels.[16]  
Es realitza un estudi estadístic dels resultats obtinguts, mitjançant el càlcul de la mitjana i la 
desviació estàndard dels resultats obtinguts. 
Assaig de citotoxicitat: 
Aquest assaig consisteix en mesurar l’activitat de l’enzim Lactat Deshidrogenasa (LDH), 
enzim citoplasmàtic que és alliberat per les cèl·lules quan aquestes pateixen un dany de la 
seva membrana plasmàtica. 
L’assaig permet comprovar que el recobriment produït no causi reaccions citotòxiques a 
l’organisme. La citotoxicitat s’avalua mitjançant la determinació de l’activitat de l’enzim LDH 
de les cèl·lules que han estat en contacte amb l’extracte de les mostres. Les cèl·lules 
utilitzades son Sarcoma Osteogènic (Saos-2), osteoblasts que proliferen amb rapidesa. Les 
mostres estudiades es resumeixen en la següent la taula 4.7 
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Mostres Quantitats 
Ti 3 
Titanat de sodi 3 
Ti-HAp 3 
Ti-HAp-CHD 
dipositada durant 
l’electròlisi 
3 
Ti-HAp-CHD afegida 
després de la 
reacció electrolítica 
(20 µl) 
3 
Taula 4.7. Assajos realitzats 
o  Mostres en contacte am el medi de cultiu. S’esterilitzen les mostres submergint-les 
en Etanol 70% durant 10 min i posteriorment es renten 3 cops amb PBS filtrat, per 
tal que s’elimini tot l’etanol. Tot seguit es preparat el medi de cultiu, segons la taula 
4.8. 
Components Quantitats afegides 
FBS 5 ml 
HEPES 1 ml 
Antibiòtic 0,5 ml 
Piruvat 0,5 ml 
L-glutamina 0,5 ml 
McCoy's 42,5 ml 
                   Taula 4.8. Components i quantitats del medi de cultiu. 
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D’aquest medi, s’afegeixen  480 µl  per cada mostra i deixem les mostres a d’incubador (a 
37ºC, 90% d’humitat, 5% CO2) durant 72h per tal que les mostres elueixin les substàncies 
solubles que poden promoure una resposta tòxica en les cèl·lules. 
o Sembrat de les cèl·lules: Per tal de poder extreure les cèl·lules del flascons, s’ha de 
tripsinitzar. La tripsina és un enzim que hidrolitza les proteïnes d’unió entre les 
cèl·lules i les parets del flascó. Els osteoblasts es sembren en una placa de cultiu 
de polipropilè de 96 pouets, afegint 10000 cèl·lules/100µl de medi. Aquest cultiu el 
preparem afegint 10 µl de cultiu preparat prèviament i contant les cèl·lules 
mitjançant el microscopi i utilitzant la cambra de Neubauer Fig 4.5. 
 
 
Fig 4.5.Cambra de Neubaer.  
 
Es realitzen diverses dilucions fins obtenir una mitja de 89,3 cèl·lules, el que representa 
un valor de 893.333 cèl·lules/ml. Es sembren un total de 75 pouets de les mostres, 3 
pouets del control positiu i 3 pouets més de control negatiu només amb medi, i es 
deixen  24h a la incubadora. 
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o Posar l’extracte de les mostres en contacte amb el medi: Es preparen 5 dilucions 
de l’extracte de les mostres segons taula 4.9. i es guarda la placa de cultiu a la 
incubadora 24h a 37ºC. 
 
 
Dilució Vmedi (µl) Vmostra (µl) 
1 0 400 
1/2 200 200 
1/10 360 40 
1/100 396 4 
1/1000 999 1 
Taula 4.9. Volum per cada dilució   
   
o Lisi de les cèl·lules: Passades les 24h de contacte de les cèl·lules amb el medi de 
les mostres, s’afegeix 200 µl de mPer (Mammalian Protein Extraction Reagent) a 
cada pouet. Aquest reactiu permet trencar la membrana cel·lular i alliberar el seu 
contingut al medi. 
o Determinació de l’activitat de l’enzim LDH:  
La mesura de l’activitat de LDH es realitza amb el Kit Citotoxicity Detection Kit (LDH) 
Roche. L’enzim LDH catalitza la reducció de NAD+ a NADH, aquesta reacció (fig 4.6.) 
permet que la sal de tetrazoli es redueixi a formazan que dona el color vermellós, de 
manera que permet fer mesures de absorbància i relacionar-les amb la concentració de 
l’enzim LDH present inicialment. 
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Fig 4.6. Reaccions implicades 
L’absorbància de les mostres es mesura amb un espectrofotòmetre UV-VIS a una 
longitud d’ona de 440nm. El percentatge de supervivència es calcula a partir de la 
següent l’equació (E1): 
E(1) 
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5. RESULTATS I DISCUSSIONS 
5.1. Resultats electrodeposició per polsos: 
 
En la Fig 5.1.s’observa la corba que s’obté durant el procés electrolític. A l’inici s’aprecia 
una etapa de polarització de una durada de 200 s en la que el potencial varia més 
bruscament. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 5.1. Variació del potencial amb el temps 
La tendència de la corba es manté en tots els assajos un cop es va optimitzar el contacte 
amb el disc de Ti amb el sistema de la pinça que s’ha explicat en l’apartat anterior. L’assaig 
es pot considerar estable i reproduïble. 
S’ obtenen dues corbes, tal i com s’observa a la Fig 5.1., degut a l’aplicació dels polsos. 
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5.2.Optimització del recobriment: 
5.2.1.Optimització de la Temperatura de treball: 
Es comparen els resultats obtinguts mantenint la densitat de corrent variant la temperatura 
de 65ºC a 40ºC. Es realitza l’assaig per duplicat per cada condició de temperatura. Per això 
es mantenen constants la resta de paràmetres segons taula 5.1. 
j(mA/cm2) ton (s) toff (s) Temps (min) 
30 1 2 30 
                               Taula 5.1. Paràmetres fixats d’assaig de les mostres 
a) 
 
b) 
 
c) 
 
d) 
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 e)                                                                              
  
 
A 65ºC, l’estructura obtinguda es en forma de esferes que semblen aglomerades en certes 
zones de la mostra, però en altres zones es veu clarament que queden dèbilment unides a 
la superfície del substrat. Segons les imatges a) i b) de la Fig 5.2. es pot determinar que el 
recobriment obtingut no és uniforme . 
En disminuir la temperatura, s’unifica la capa obtinguda (Fig 5.2.imatges c i d), i 
incrementant els augments del SEM (Fig 5.2. imatge e) podem observar estructures 
esfèriques de les que neixen petites dendrites que poden afavorir la unió entre les 
morfologies esfèriques obtingudes. 
Donats aquests resultats, es descarten el tractaments a temperatura més elevada i es fixa 
la temperatura de treball a 40ºC. 
5.2.2. Efectes de l’adició de H2O2 a l’electròlit 
El peròxid d’hidrogen augmenta localment el pH en al voltant de càtode permetent millorar 
la formació de cristalls de CaP, alhora, disminuïm la densitat de corrent de treball per 
contribuir a la minimització del despreniment de hidrogen al càtode. 
Es preparen dues mostres per cada condició.  
 
 
Fig. 5.2.SEM mostres a i b obtingudes a 
65ºC, mostres c, d i e, obtingudes a 40ºC. 
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Taula 5.2.Paràmetres d’assaig 
En la Fig 5.3.es comparen les imatges obtingudes afegint 6%H2O2 a l’electròlit (a)i(b), i 
afegint 9%H2O2 a l’electròlit (c) i (d). 
a) 
 
b) 
 
c) 
 
d) 
 
Fig 5.3. SEM superfície de Ti després electrodeposició per polsos, (a) i b) 6 %H2O2,  (c) i (d) 
9 %H2O2 . 
Concentració H2O2 j(mA/cm2) ton (s) toff (s) 
Temps 
total 
(min) 
6% 15 1 2 30 
9% 15 1 2 30 
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La mostra amb 6% H2O2  presenta una estructura uniforme amb zones amb creixement 
dendrític de cristall de CaP i zones estructures esfèriques més disperses. En incrementar la 
quantitat de H2O2 fins a 9% les estructures esfèriques que s’observen amb menys H2O2 
s’agreguen. 
S’ha obtingut una estructura més regular, però encara s’aprecia una manca d’unió 
mecànica entre el substrat de Ti polit i el recobriment ceràmic.[ 5] 
5.2.3.Pretactament  de la mostra amb NaOH 
Les primeres mostres es processen a 30 mA/cm2 per tal de valorar visualment si es segueix 
obtenint una capa de CaP sobre el Titanat, el resultat obtingut es mostra a la Fig 5.4. 
 
 
 
 
 
 
 
      Fig 5.4. Imatge mostres processades a 30 mA/cm2 
 
Optimització de la densitat de corrent de treball 
Per tal de verificar si realment el pas de corrent és el que determina la formació de fosfat de 
calci, es realitzen unes mostres control per confirmar que només amb el Titanat submergit 
al l’electròlit no s’obté cap capa de CaP, el resultat es mostra en les imatges a) i b) de la Fig 
5.5.  
En la imatge b) es pot veure un microtall practicat amb FIB (focused-ion beam, ions de 
gal·li) que s’ha fet a la capa per poder avaluar la porositat que presenta. El resultat confirma 
una elevada porositat, que crea molta superfície efectiva per poder facilitar la fixació de la 
capa posterior de recobriment. 
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a) 
 
b) 
 
 
c) 
 
Fig 5.5. a) SEM mostra control i b)SEM mostra control, c) SEM mostra de Titanat. 
Comparant les morfologies de la mostra submergida a l’electròlit i la mostra de titanat, no 
s’aprecien diferencies [17]. Confirmem doncs que no es diposita cap CaP en el temps 
d’assaig si no s’aplica corrent. 
A partir d’aquest resultat, es realitzen assajos per duplicat a diferents densitats de corrent i 
incorporant el sistema de subjecció de la mostra per pinça, amb el que obtenim el 
recobriment sobre tota la superfície de la mostra. Les condicions d’assaig s’especifiquen a 
la taula 5.3. 
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Taula 5.3. Condicions d’assaig 
a) 
 
b) 
 
c) 
 
d) 
 
Fig. 5.6.SEM mostra obtinguda amb condicions A. 
Mostres j(mA/cm2) ton (s) toff (s) Temps total (min) 
A (26/28) 10 1 2 30 
B (22/23) 5 1 2 30 
C (29/30) 2 1 2 30 
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S’observa la morfologia de les mostres A i C per tal de establir una comparativa entre la 
morfologia obtinguda Fig 5.6 i Fig 5.7. 
 
a) 
 
b) 
 
c) 
       
d) 
 
Fig 5.7. SEM mostres obtingudes condicions C 
La capa obtinguda en les condicions C és més compacta i més regular que la obtinguda en 
les condicions A.  En les dues s’obtenen cristalls grans dispersos sobre la superfície que 
estan completament a un altre nivell d’escala, de l’ordre de 130µm, que la resta de la 
estructura obtinguda Fig 5.6.a) i b)i Fig 5.7. a) i b).  
El detall de la estructura obtinguda en els dos casos és en forma de pètals Fig 5.6.d) i Fig 
5.7.d) molt semblant a la morfologia de la HAp [18], que caldrà confirmar mitjançant 
difracció de raigs X. 
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En la imatge c) de la Fig 5.7 s’observa una ratlla feta amb les pinces del laboratori posterior 
a la obtenció de la capa, i es pot veure com tot i que s’ha quedat marcat el traç, no es 
trenca la capa més immediata. Aquesta es manté perfectament adherida. 
Efecte de la variació del temps de time on i time off 
Es varia el temps aplicat de time on i de time off a 0,1 s i 0,2 s respectivament, tot i que es 
manté la proporció 1:2. Anomenem aquestes condicions de treball com D. 
 
a) 
 
b) 
 
Fig 5.8. SEM mostra obtinguda sota condicions D. 
 
Si comparem la morfologia obtinguda amb les condicions C, podem veure que la disminució 
del ton i toff en un factor de 10, no repercuteix en grans canvis en la morfologia que 
segueix sent molt similar a la de la hidroxiapatita.[ 19]  
5.3.Caracterització de l’estructura obtinguda: 
5.3.1.Determinació de la microestructura cristal·lina 
Mitjançant l’espectre de difracció de raig X obtingut de la mostra sotmesa a les condicions 
C ( 2mA/cm2, ton=s, toff=2s) podem determinar que la capa obtinguda de CaP sota 
aquestes condicions és hidroxiapatita.  
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Degut a que el gruix de capa obtinguda és molt baix, es detecten els pics de substrat que 
s’han identificat sobre el espectre amb una estrella (Fig 5.9). Per identificar els pic de 
l’espectre que corresponen al titani, s’han tingut en conte els valors del patró de difracció 
del titani (044-1294). 
En el mateix espectre, s’ha incorporat a la part inferior, amb pics de color rosa, l’espectre de 
l’HAp (JCPS 74-0565) per facilitar d’identificació dels pics de la hidroxiapatita. 
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Fig 5.9. Espectres difracció de Raig X, a dalt el de la mostra obtinguda amb els paràmetres 
C comparat amb l’espectre de HAp (JCPS-74-0565) i a baix, el de la mateixa mostra 
després de 10 min d’ultrasons i comparat també amb el espectre de HAp (JCPS-74-0565). 
 
La Fig 5.10.mostra els resultats obtinguts per  la mostra amb ton=0,1, toff=0,2, condicions 
D. El segon espectre s’ha obtingut després de 10 min als ultrasons. Ambós espectres es 
comparen en el mateix gràfic amb  l’espectre de referència de la HAp (JCPS 74-0565). Es 
marquen també els pics que pertanyen a l’espectre de referència del substrat de titani amb 
estrelles sobre els pics, com en de la mostra anterior. 
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Espectre difracció de Raig X de la mostra comparat amb HAp
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Fig 5.10.Espectres de difracció de Raig X el de dalt correspon a mostra obtinguda amb els 
paràmetres D comparat amb l’espectre de HAp(JCPS 74-0565) i el de baix a la mateix 
mostra després de 10 min d’ultrasons comparat també amb l’espectre HAp(JCPS 74-0565). 
 
 
L’espectre inferior correspon a la mostra després de passar durant 10 min per ultrasons. 
Tot i que d’intensitat del senyal és menor encara es pot apreciar un lleuger pic a 26,4. 
Un excés de hidroxils al càtode permet l’obtenció de HAp segons la reacció: 
 
   Ec (5.1 
Pág. 50  Memoria 
 
5.3.2. Rugositat: 
Com a part de la caracterització del recobriment a baixa densitat de corrent, es mesura la 
rugositat de mostres en les condicions C amb microscopi interferomètric (Fig 5.11,a) i b)) i 
es comparen amb mostres control de titani polit Fig 5.11, c) Per les condicions C, s’obté 
una mitjana de Ra= 119,8 nm i pel substrat de titani Ra=12,6. 
a) 
 
 
b) 
 
c) 
 
Fig 5.11. Imatges de rugositat a) i b) de la mostra obtinguda sota condicions C,i c) de la 
superfície del titani.  
 
5.3.3.Resistència mecànica:  
Al llarg del projecte, per tal d’avaluar l’adherència de la capa obtinguda sobre el substrat, 
submergim les mostres en aigua destil·lada durant 10 min al ultrasons (freqüència de 40 
kHZ).  
Les diferencies de les morfologies abans i desprès es mostren a continuació amb les 
mostres amb els següents tractaments 
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a) 
         
b) 
 
c) 
 
d) 
 
e) 
 
f) 
 
Fig 5.12. SEM mostres obtingudes sota les condicions A, imatges a) i b), condicions C: 
imatges c) i d) i condicions D: imatges e) i f) després de 10 min als ultrasons. 
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Per cada mostra s’observen diferents morfologies després de aplicar els ultrasons. Durant 
la sessió de SEM s’han obtingut espectres de EDS de les mostres A i C per tal de detectar 
quins elements es troben sobre la capa que queda adherida al substrat. 
 
     a) 
 
 
 
  b)  
 
 
c)    
         
 
 
Fig 5.13. Imatges i espectres de EDS de les mostres obtingudes després de 10 min als 
ultrasons, a) condicions A i b) condicions C en dos punts diferents de a mostra. 
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En el punt on s’ha realitzat la mesura per les condicions de treball A, s’observa la presència 
de Ti, Ca, C i O. La proporció de la senyal obtinguda pel Ti és major que pel Ca i no es 
detecta presencia de P. Podem considerar que la capa que queda adherida és molt petita 
després de l’ultrasons. 
En el cas de es condicions de treball C, es detecta:Ti, Ca, P i O en els dos punts de la 
mostra que s’han estudiat. La senyal registrada en aquest pel Ca i el P és pràcticament 
igual i inclús major que la del Ti.  
L’adherència millora en treballar a densitats de corrent més baixes.  
La variació del temps de relaxació Fig 5.12 e) i f) no afecta a l’adherència, més aviat podria 
ser lleugerament millor en presentar una morfologia més compacte.[20]   
     
5.3.4.Bioctivitat del recobriment 
Després de 14 dies en SBF, es caracteritzen les superfícies obtingudes amb SEM. En la 
Fig 5.14 s’observa la capa obtinguda per una mostra tractada sota condicions C. S’aprecia 
que la capa és molt més gruixuda comparada amb les de la Fig 5.7. Fins i tot en l’imatge 
Fig 5.14.a) es veu com la capa vol començar a esquerdar-se. 
 El detall que podem apreciar en l’imatge Fig 5.14.b) ens mostra una morfologia molt 
semblant a la que podem veure que es forma sobre el biovidre que hem assajat com a 
control. 
 
a) 
 
b) 
 
Fig 5.14.SEM mostra obtinguda en condicions C, després de 14 dies en SBF 
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L’assaig s’ha dut a terme també amb una mostra obtinguda amb les condicions D. 
 
a) 
 
b) 
 
Fig 5.15. SEM mostra obtinguda en condicions D, després de 14 dies en SBF. 
 
Les morfologies que s’observen en aquest cas son molt semblants a les que s’han obtingut 
en la Fig 5.14 
Les imatges mostren que la variació de temps on i temps off en la electrodeposició no 
afecta a la capacitat posterior del recobriment per afavorir el creixement de HAp en estar 
submergit en SBF a 37ºC[ 21][ 22]. 
Per últim les imatges del biovidre, ens permeten tenir el control de que el SBF està ben 
preparat i quin és el tipus de cristall que es genera independentment de la superfície 
exposada[23]. 
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a) 
 
b) 
 
Fig 5.16. SEM biovidre submergit 14 dies en SBF a 37ºC 
 
5.4. Adició de Digluconat de Clorhexidina al recobriment: 
Es vol estudiar si l’adició d’un agent antibacterià a la capa de HAp obtinguda varia la 
morfologia superficial de la capa. 
5.4.1.CHD afegida a l’electròlit 
a) 
 
b) 
 
Fig 5.17.SEM capa obtinguda en afegir directament la CHD a l’electròlit. 
S’observa una capa superficial molt gruixuda, la CHD actua com a agent de nucleació i 
afavoreix la formació de CaP. La morfologia observada és la mateixa que observem en la 
capa sense CHD, però més compactada. 
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5.4.2.CHD afegida posteriorment (gota) 
 a)  
  
 b) 
   
c) 
 
d) 
 
Fig 5.18. SEM  a) i b) mostra amb “gota” CHDL, mostra c) i d) mostra amb “gota” CHDC. 
Per aquestes dues mostres es pot afirmar que no la presencia de CHD no altera la 
morfologia de la superficial de les mostres. 
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5.5.Caracterització de les mostres amb CHD 
5.5.1.Assaig de citotoxicitat: 
Els resultats obtinguts de l’assaig de citotoxicitat es mostren en el Fig 5.19: 
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Fig 5.19. Resultats assaig de citotoxicitat 
Les mostres amb CHD amb dilucions 1:10 i superiors no son citotòxiques. Per contra, les 
mostres amb pretractament de NaOH i extractes no diluïts de les mostres tractades 
presenten un cert efecte citotòxic.[24] 
5.5.2. Assaig de les propietats antibacterianes: 
L’efectivitat antibacteriana de les clorhexidines utilitzades durant l’assaig s’avalua mitjançant 
la preparació de mostres control amb gasses esterilitzades segons es detalla en la taula 
4.6. 
Per una mateix dilució de clorhexidina CHDL i CHDC, s’observa que la presencia de una 
zona de inhibició del creixement bacterià al voltant de la gassa impregnada amb CHDL. El 
que ens permet confirmar que el digluconat de clorhexidina utilitzada actua en la dilució 
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preparada com a agent antibacterià. Per altra banda, en el cas de la CHDC pràcticament no 
s’observa una zona tan marcada, caldrien concentracions més altes de CHDC per tenir el 
mateix efecte que la CHDL. 
 
 
Fig 5.20. Placa control CHDL a l’esquerra i CHDC a la dreta. 
 
S’obtenen els següents resultats amb les mostres assajades, segons Fig 5.20. 
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Fig 5.21. Fotografies resultats dels diferents assajos 
 
                
      a)Mostres de Ti 
      
                         b) Mostres Titanat 
        
          c) Mostres amb fosfat de calci + CHD  co-dipositada 
      
d) Mostres amb fosfat de calci dipositat+20 µl de dilució de CHD 
comercial 
     
e) Mostres amb fosfat de calci dipositat+20 µl de dilució de CHD 
laboratori 
        
f) Mostres amb fosfat de calci dipositat+20 µl de dilució de CHD 
laboratori (diluït al 10%) 
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Les plaques corresponents al Ti i al Titanat no presenten cap zona d’inhibició. En el cas de 
les mostres sobre les que s’han afegit 20µl de la CHDC, s’aprecia una zona de inhibició 
molt petita. En la resta de plaques a nivell visual es pot detectar com al voltant de la resta 
de les mostres amb el digluconat de clorhexidina, com aquesta ha limitat la proliferació de 
bacteris al seu voltant de les mostres. Per tal de quantificar l’acció antibacteriana de les 
mostres, es mesura l’amplada de la zona d’inhibició, els resultats es mostren a la taula 
5.4.[16] 
 
Tipus de material assajat Amplada de la 
zona 
d’inhibició 
(mm) 
Mitjana (mm) 
Titani control 0 0 
1,58 
0,63 
Mostres amb fosfat de calci 
dipositat+20 µl de dilució de CHD 
comercial 
0 
0,74±0,80 
 
8,47 
8,7 
Mostres amb fosfat de calci 
dipositat+20 µl de dilució de CHD 
laboratori 
8,84 
8,67±0,18 
 
 
3,65 
Mostres amb fosfat de calci 
dipositat+20 µl de dilució de CHD 
laboratori (diluït al 10%) 
2,38 
3,01±0,90 
 
8,76 
8,35 
Mostres amb fosfat de calci + 
CHD co-dipositada 
9,54 
8,88±0,61 
 
           Taula 5.4. Resultats mesures de les amplades de les zones d’inhibició 
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Es representen els valors obtinguts gràficament tenint en conte la desviació estàndard 
calculada. Es pot determinar que la zona d’inhibició mesurada per les mostres de fosfat de 
calci en les que s’ha co-dipositat la CHD és molt semblant a la de les mostres en les que 
s’ha afegit una gota de CHDL. 
Aquests resultats també confirmen que la CHD no es deteriora quan s’afegeix a l’electròlit 
ja que la  resposta és la mateixa que quan apliquem una gota (20 µl) directament sobre la 
mostra.  
Comparació de la resposta antibacteriana
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Fig 5.22. Comparació de la resposta antibacteriana de les diferents mostres.  
 
 
La zona d’inhibició més petita s’ha obtingut amb la dilució de la CHDC, però aquest 
comportament ja s’ha observat en les plaques de control així que no pot atribuir-se a un 
efecte de la superfície sobre la que hem aplicat la CHDC.  
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Conclusions 
S’ha aconseguit l’obtenció de un recobriment de hidroxiapatita sobre titani mitjançant 
electrodeposició de polsos, amb la incorporació d’un agent antibacterià a la superfície. 
S’ha aconseguit obtenir un recobriment amb una millorada adherència al substrat i amb una 
morfologia uniforme. A més els resultats indiquen que el recobriment podria ser bioactiu in 
vivo. 
Per altra banda s’ha aconseguit utilitzar el recobriment com a medi de transport de un agent 
antimicrobià (Clorhexidina) i optimitzant la quantitat de (Clorhexidina) adient. 
Els resultats de citotoxicitat obtinguts mostren que a partir de una dilució 1:10, el 
recobriment no és citotòxic, i s’ha comprovat mitjançant un assaig d’inhibició del creixement 
del bacteri Streptococcus sanguinis que tot i la dilució, la quantitat de Clorhexidina del 
recobriment és capaç de crear una zona d’inhibició bacteriana. 
Arrel d’aquestes conclusions seria recomanable fer un estudi del rati d’alliberació de l’agent 
antimicrobià per ajustar-ho mitjançant la modificació de la superfície del recobriment 
d’hidroxiapatita.   
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ANNEX1: IMPLICACIONS AMBIENTALS 
 
Projecte 
Referent a les implicacions ambientals cal tenir en compte que el major residu generat ha 
estat electròlit que s’ha utilitzat en les diferents mostres durant el procés de 
electrodeposició. 
Aquest s’ha emmagatzemat en dipòsits específics degudament etiquetats, que abans d’un 
termini de 6 mesos son tractats per empreses autoritzades donades d’alta com a gestors 
de residus. 
Per altra banda, tots el material que han estat en contacte amb reactiu es dipositen un cop 
utilitzats, en bidons específic i es tracten també com a residus especials. 
Les normes internes del laboratori contemplen la minimització dels residus i l’aprofitament 
energètic, com per exemple la sincronització d’assajos als forns per tal d’optimitzar el 
consum elèctric. 
 
Industrialització 
En cas d’una industrialització del recobriment estudiat en aquest projecte caldria tenir en 
conte a nivell de medi ambient, els llots generats pel procés electrolític. S’hauria de estudiar 
un sistema d depuració adient. En el cas de la CHDC s’hauria de estudiar la forma de 
separar-la de la solució, potser amb d’utilització de membranes.  
Per altra banda, els rectificadors utilitzats durant el procés d’electrodeposició haurien de ser 
refrigerats amb aigua i de baix consum, per tal de minimitzar el consum energètic derivat 
del procés.  
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ANNEX 2: VALORACIÓ ECONÓMICA DEL 
PROJECTE 
Els costos del projecte s’han valorat considerant per una banda els costos dels material 
utilitzats en el projecte (consumibles i reactius), per altra banda els costos de l’ús del 
equipaments i per últim els costos associats al personal. 
 
MATERIAL PREU UNITARI QUANTITAT COST en € 
Barra de Ti Grau 2 369 €/barra 2m mitja barra 184,23 
Disc de tallar de carbur de Si 25,70 €/unitat 1 unitat 25,70 
Draps de polir P240 16,80 €/unitat 10 unitats 168,00 
Draps de polir P400 16,80 €/unitat 10 unitats 168,00 
Draps de polir P600 16,80 €/unitat 10 unitats 168,00 
Draps de polir P800 20,25 €/unitat 10 unitats 202,50 
Draps de polir P1200 20,25 €/unitat 10 unitats 202,50 
Draps de polir P2500 20,25 €/unitat 10 unitats 202,50 
Draps de polir P4000 20,25 €/unitat 10 unitats 202,50 
Drap de vellut 37,82 €/unitat 1 unitat 37,82 
Sílice col·loïdal 161,00 €/L 0,5 L 80,50 
Cola d’impacte 3,65 €/unitat 1 unitat 3,65 
Acetona 20,50 €/L 1L 20,50 
Etanol 27,50 €/L 1L 27,50 
Aigua destil·lada 20,00 €/L 15L 300,00 
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Hidròxid de sodi pellets 27,30 €/kg 1 kg 27,30 
SBF 35 €/L 1L 35,00 
Digluconat de Clorhexidina 20% 200 €/L 20ml 4,00 
Digluconat de clorhexidina Lacer 15 €/unitat 1 15,00 
Aigua oxigenada 50 €/L 1 50 
Agar 1016,00 €/kg 0,10 Kg 101,60 
Nitrat de calci tetrahidratat 128 €/kg 0,6 Kg 7,80 
Dihidrogen fosfat d’amoni 105 €/kg 0,40Kg 42,00 
Todd-Hewitt 296 €/kg 0,25 kg 74,00 
Plaques petri 0,18 €/unitat 20 3,60 
Puntes de pipeta 0,01 €/unitat 100 1,00 
Cubetes PMMA 0,06 €/unitat 10 0,60 
Plaques pouets 0,51 €/unitat 5 2,55 
Tubs Falcon 0,84 €/unitat 15 12,60 
Tubs Eppendorff 0,01 €/unitat 20 0,20 
Pipetes graduades 10 ml 0,20 €/unitat 20 4,00 
Pipetes de plàstic de 3 ml 0,02 €/unitat 50 1,30 
COST TOTAL   2578,95 
    Taula A.1. Costos associats al material (reactius i consumible) 
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EQUIPS PREU/HORA (€/h) TEMPS (h) COST en € 
Talladora 3,00 5 15,00 
Polidora automàtica 5,00 40 20,00 
Embotidora 3,00 2 6,00 
Potenciostat 6,00 240 1440,00 
Forn a 60ºC 6,00 150 900,00 
SEM 100,00 24 2400,00 
Incubadora 5,00 100 500,00 
Bany d’aigua 6,00 240 1440,00 
Bany d’ultrasons 3,00 2 6,00 
Interferòmetre 35,00 1 35,00 
Equip difracció raigs X 37,00 4 148,00 
COST TOTAL   6910,00 
    Taula A.2. Costos referits a l’equipament 
ACTIVITAT PREU/HORA (€/h) TEMPS (h) COST en € 
Tall de les mostres 50,00 5 250 
Polit de mostres 50,00 40 200 
Estudi optimització procés 50,00 120 6000 
Estudi incorporació CHD 50,00 100 5000 
Assajos difusió bacteriana 50,00 10 500 
Assajos de citotoxicitat 75,00 50 3750 
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SEM (tècnic) 100,00 20 2000 
Assaig difracció raig X (tècnic) 100,00 4 400 
Interferometria 100,00 2 200 
Redacció memòria 50,00 120 6000 
COST TOTAL   24300,00 
   Taula A.3. Costos relacionats al personal  
COSTOS  TOTAL en € 
MATERIAL 2578,95 
  
EQUIPAMENTS 6910,00 
PERSONAL 24300,00 
      33288,95 
              Taula A.4. Cost final projecte 
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